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緒言
フ ユ ノ パ ル ビタ ー ル(P B)のN - メチル 化体で あるメ ホ バ ル ビタ ー ル(M P B)は ､ P B の催眠作用
を軽減 した抗てん か ん薬と して1932年より用 い られて い る｡ M PBの ヒ トにおける主代謝経
路は ､ N位の脱メ チル 化 P -de m ethylatio n)
1)及び ベ ンゼ ン環4'位の水酸化(4
,
-hydro xylatio n)
2
､
3
､
4)で あり ､ それ ぞ れ の 代謝に よ りp B及 びM P B 4,位水 酸化体(4, -OH- MPB)を生成する ｡
4' -OH- MP Bは ､ 更に グル ク ロ ン酸抱合を受け尿中に排滑される3､ 4).
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Fig･1･ Metabolicpathw ays of M P B in hu man.
Fig.1 に示 した様に ､ MP Bは不斉炭素を有 しR一及びS- の光学異性体が存在する. MPB(ラ
セ ミ体)を C Y P 2C 19 の Exte n siv eMetabolizer(E M)及び po o rM etaboliz er(PM)にそれ ぞれ投与
した場合､ 代謝物で ある 4' - OH - M P Bは ､ E Mで は平均で 10.8%尿中排推 される の に対 し､
p Mでは認 められない
5)
o その ため､ M P B の 4,位の 水酸化は C YP 2C19の 遺伝多型 に関係す
る ことが示唆されて い るo 更に ､ R-MP Bを CY P2 C 1 9 の E Mに投与 した場合､ 4' - OH- M PB
が尿中に排推され るの に対 し､ S- M P Bを投与 した場合は 4' - OH - M P Bが認 められ ない 5). 漢
た､ R- M P Bの 4位水酸化 は ､.in vitroにお いて C Y P 2 C 19が関与すると報告されて い る
6)
.
これらの結果より ､ CYP2 C 19の 遺伝多型 は ､ R- M P B の 4'位の水酸化に関係する と考えられ
て い る｡ しか しながら､ M P B の立体選択的代謝と C Y P2 C 19に関するin viv oで の報告は ､
E M におい てなされて い るの みで P Mも含めた総合的な検討はなされて い ない ｡
また､ 日本人にお い て ､ CYP 2 C 19 の PM の 頻度は 1 8-23%と商い ことが知 られて い る 7､ 8､
9)
o 現在まで に ､ CYP 2C19の ア レ ル は 1 5穂報告されて い るが 10)､ 日本人における変異遺
伝子は CYP2C1 9*2 及び CYP2C19*3 のみが検出されており ､ これ ら2 種の 変異ア レ ル の解
析を行う ことにより ､ 日本人の P Mは9 9%以上税明可能で あるとい われて い る 1l､ 12)0
- 一 方 ､ s- M P Bの脱メ チル 化代謝は ､ ヒ ト肝 ミク ロ ゾ ー ム を用い た検討で主と して CYP2B6
が 関与する こ とが報告されて い る 13) 0 c y p 2 B6 は､ シク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド14,15) ､ ベ ラバ ミ
ル
16)
､ プ ロ ポフ ォ ー ル 17)等数多くの 薬物代謝に関卑 し､ また代謝括性の個体差も存在す
る ことが瓢められ て い る 岬 ocy p 2 B6 の個体差の - 因と して変異ア レル の存在が考えられ ､
現在まで に C YP 2 B6*1(Wildtype)- C YP2 B6*1 5の ア レル が報告されて い る 19･20) o しか しな
がら､ cyp2 B6の 遺伝子多型が ､ ヒ トin vivo薬物代謝敵性にどの 程度彫響を与えるか につ い
て の 報告はほ とん どなされて いな い｡
そこで ､ 本研究では C YP2C19の 遺伝子型既知 の 日本人男性健常人を対象と して ､ M PB 服
用後の R- M P B,S- M P B及び代謝物の 体内動態と CYP2 C19の 遮伝子型との 関係を明らか にす
る ことを目的とした (第1 牽) o さらに ､ 同 じ被験者を対象と して CYP2B6渡伝子型 の判定
を実施 し､ C YP2 B6の 遺伝子変異が M P B の体内動髄に及ぼす影響に つ いて も検討した (節
1 牽) o また､ その過程で ､ C YP 2 C 19*2及び CYP2C19*3 では､ M P B の体内動態を鋭明でき
ない 被験者を見出 し､ そ の被験者より CYP2C19 の新規遺伝子変異を同定したo (第2牽)
第 1牽 健康成人におけるメ ホ バ ル ビタ ー ル の 立体選択的代謝 ･ 動態と c yp 2C19
及び CYP 2 B6の 遺伝子型との関係
1. 序文
M P Bは PB の催眠作用を軽減 した抗てん かん薬である o ヒ トに投阜され た M P Bは､ 主と
して ､ N 位の 脱メ チル 化1)及び ベ ン ゼン頻4,位の水酸化 2､ 3､ 4)を受け､ それ ぞれの 代謝によ
り P B及び 4' -O H- MPB を生成する. 更に､ 4' -O H- M P Bは グル ク ロ ン酸抱合を受け尿中に排
壮される
3
､
4)
0
MP Bは構造申に不斉炭素を有し､ R- 及び S- の 光学異性体が存在するo ヒ ト肝ミク ロ ソ -
ム及び発現系を用 い たin vitro研究におい て ､ R･ M P f=ま､ 主と して CYP2C19により代謝を
受け､ 4㌧ OH-MP Bを生成する七報告されて いる 6)0
- 方､ s- M P Bか ら p B - の脱メチル 化代謝反応 には ､ in vitro における検討により､ 主と
して C Y P2 B 6が関与する ことが報告されて い る 13)｡ c y p2B6は ､ シク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ドほ
か数多く の薬物代謝に関与 しており ､ またin vitro及び 加 vivo におい て個体差が熟め られて
い る 14､ 15'o ぞの個体差の 一 因と して ､ C mB6の 遺伝子多型 が報告されて い る. La ng ら
20'
により､ CYP2 B6*1(Wildtype)- C YP2 B6*7の 6種の 変異ア レ ル が報告され ､ また最近､ Lamba
ら 19) に より CYP 2 B 6*8 - C YP 2 B6*15 のア レ ル が報告されて い るo しか しなが ら､ cyp2 B6
の 遺伝子多型が､ ヒ ト 1
'
n Tr)
'
TIO薬物代謝活性 に及 ぼす影響に つ い て の報告はほ とん どなされ
て い ない ｡
そ こで ､ 本草では C YP 2C19の 遺伝子既知の 日本人男性健常人を対象と して ､ M PB服用後
の R- M P B
,
SIMPB 及び代謝物の体内動態と cyp2C19 の遺伝子型との 関係 を明らか にするこ
とを目的と したo さらに ､ 同 じ被験者を対象と して CYP 2 B 6遺伝子型 の判定を実施 し､
CYP 2 B6の 遺伝子変異が M P B の体内動態に及ぼす影響につ い て もあわせて検討したo
2. 試薬､ 対象及び方法
2.I. 試薬等
ラセ ミ体の M P Bは吉富製薬 (現三菱ウ エ ル フ ァ - マ ､ 大阪)､ pB は大日本製薬 (大阪)､
pro min al(ラセ ミ体と して M P B 200 mg含有)は Wayn eD･ =o oper博士(Qu e e nslandUniv ersity､
Au stralia) より贈阜されたもの を用 い た. O=-P Bは ､ ア ル ドリ ッ チジャ パ ン(来演), シ ク ロ
パ ル ビタ ー ル 及びセ コ パ ル ビタ ー ル 札 束演イヒ生工業(凍京) より購入 したもの を用 い たo
β - ダル ク ロ ニ ダ ー ゼ仲peH -2)はSigm a(St･ Louis, M O, USA)より購入 したo 4, ･O H⊥M P Bは ､
‖iers and Hagerら
21) の 方法 により合成したo GFX Ge nomic Blo odDNA PuriflC atio nkitは ､
Am ersha mBio scien cesCorp･ (Pis cata w ay, N J, USA)より購入 した. Quickstartkitは ､ Be ckm an
Co ulter, In c･ (Fullerto n, C A, USA) より購入 したも の を用い ､ 他の 拭薬は ､ すべ て市販の 物
を用 い た｡
2.2. 被験者
C YP2C19 の 遺伝子型既知の 日本人男性健 常人 3 0名 : ホ モ E M(CYP2C19.1/C mC19.1)
9 名 ､ - テ ロ E M (CYP 2C19*1/C YP2C19*2, CYP 2 C 19. /CYP2C19.3)10 名 及 び pM
(CYP 2C19*2/C YP2C19*2, C YP 2C19*2/C YP 2C19*3, CYP 2C19*3/CYP 2C19*3)11 名を対象と し
たc なお ､ 被験者の年齢､ 身長及び体重 臥 それぞれ 20- 40歳､ 1 58. - 182.8c m 及び 50.0
～ 79･9 kgで あ っ た｡ また ､ 本研究 の 実施 臥 九州臨床薬理クリ ニ ッ ク及び千葉大学大学院
薬学研究院倫理委農会にて承落 され ､ 被験者には文書により同意を得たo
2.3. 投与方法及 び投与量
被験者に早朝空腹時に pro min al㊨ (ラセ ミ体として M P B 200 mg含有)l錠を2 00m L の水
と共 に服用させ た｡
2.4. 採血及 び採尿
服用前及 び服用後 o.5､ 1､ 1.5､ 2､ 3､ 4､ 6､ 8時間及び 1､ 2､ 4､ 5､ 6､ 8､ 12､ 21日目
に前腕静脈か ら各時点 5 mL採血 し､ 常法に より血衆を遠心分離 し血簾中濃度測定用試料と
した｡ また ､ 服用前及 び服用後 o - 24時間毎に 蓄尿 した｡ 更に ､ 遺伝子解析用 とし試験開
始前に約 5 mL のE D TA採血 を行 っ た｡ 得られた血紫､ 血液及び尿試料は ､ 測定まで _So℃
で 冷凍保存した｡
2.5･ R- ､ S- MPB 及 び P Bの 血膿中濃度測定
2.5.1.前処理法
凍結 した血紫は室温 で解凍 したQ 血紫o.5 m L を典栓付きガラス 遠沈管に分取 し､
10 〃g/m L セ コ パ ル ビタ ー ル溶液 (内部標準物質) 50FL L､ ジク ロ ロ メ タ ン 5 m L 及び o.2
m oL/L リ ン酸 - 水素カリウム 溶液1 0 pL を添加 し､ 10分間振鞄混和 したo その 後､ 1,710xg
で 10分間遠心後､ 上層 (水屑) を吸引除去 した｡ 残存した有機層を別の 試験管に移 し､ 速
心洩締潜(クラ ボウ ､ 大阪)を 剛 ､て 40℃で減圧乾固 した｡ 残液に H P L C分析用の 移動相溶媒
を添加 し溶解したo o･45〃 m セ ン トリカ ッ ト (ミリポア ､ 大阪) で滅過 し､ その溶液20 〟
L を HPLC分析用就料と した｡
2.5.2.分析払
R- ､ S-MP B及び p B の分析は ､ H P LC-UV 法により実施 したo H PL C装置は PU,980型ポ
ン プ､ L-40 0型 uv 検出紫 ､ AS-2000型 オ ー トサ ンプラ - ､ D -2 500型ク ロ マ トデ ー タ処理
装置 (日立製作所､ 東京) を用 い た｡ pリー980型 ポン プ､ し4000型 u v検出番 ､ AS_200 型
オ ー トサ ン プラ - ､ D -250 型ク ロ マ トデ ー タ処 理装置 (日立製作所) を用 い た｡ カ ラム は
光学異性体分離カ ラム (TSK GELE NA NTIO O V M 4･6X 1 50m m, 5 FL m TOS OH, 東京)を用
い た｡ 移動相は､ 25 m m oL化 リ ン酸カ リウム 緩衝液 (pH 5.0)と エ タノ ー ル を100:7.5 の比率
で浪合 したもの を用 い ､ 流速は 1.O m L血in､ カ ラム温度は 25℃ ､ 検出波長は 215n m と した｡
検量線は､ R- ､ S-M P B及 び p Bの 各濃度がo･1 - 0･8Jlg/m L となる範囲で 作成 したo M P B(ラ
セ ミ体)又 は P B の標準溶液をブラ ン ク血祭に添加 し､ 前述の 方法に従い 前処理及び分析を
実施 した. M P B(ラセ ミ体)は ､ R･ 及び S- M P B の等量混合物で あるこ とより､ R_ 及び s_ MP B
の検量線は添加 した M P B(ラセ ミ体) の 1/2 の濃度と して ､ 内部標準物質に対するそれぞ
れ の ピ ー ク高さ比 を最小 二乗法に より直線 剛帝して 求めた｡ こ の 検量線を用 い て ､ 未知試
料における濃度を算出した｡ p B の濃度も ､ 同様に内部標準法に より算出 した｡
2.6. 4' -O H- M P Bの尿中濃度測定
2.6.1
.前処理 法
凍結 した尿は室温で解凍 した｡尿鮮料o.1 m L を共栓付きガラス 遠沈管に分放 し､0.I m ｡L 瓜
リ ン酸カリウム 緩衝液(pH 5･0)に溶解 したβ - グル ク ロ ニ ダ ー ゼ(5000u nit/m L)100 [LL を添加
した o 37℃で 2時間反応させ ることにより ､ 尿鮮料の脱抱合を行っ た. これ に ､ 20 〟g/mL
シ ク ロ パ ル ビタ ー ル溶液 (内部標準物質) 50 p L､ ク ロ ロ ホ ル ム 5 m L及び塩化
ナ トリウム 30 mg を添加 し､ 10分間振汲混和 した. その後 ､ I,610xgで 1 0分間遠心後､ 上
層 (水層) を吸引除去 した｡ 残存 した有機層に 0.5 m ol凡 水酸化ナ トリウム溶液2 mL を添
加 し10分間振漁混和 した｡ 1,610xgで 10分間連心後､ 上層 (水層)1.5 mL を別 の典栓付き
ガラ ス 遠沈管に移 した｡ これに 35%塩酸o.l mL及 び ク ロ ロ ホ ル ム 5 mL を添加 し10分間振
逸脱和した｡ 1,610Ⅹg で 10分間遠心後､ 上層 (水屑)を吸引除去 したo 残存 した有機層を
別 の鮮験管に移 し､ V C-360型遠心渡縮瀬 ( 大洋化学工業､ 衆京) を用い て 40℃で減圧乾閲
した｡ 残液に H P LC 分析用の 移動相溶媒を添加 し溶解 した｡ その 溶液ユo 〟L を HP L C分析
用就料と した｡
2.6.2.分析牡
4'-O H- M P の 分析は､H PLC- UV法により実施 したoH PLC装置は し6000型ポン プ､L･400
型 u v検出潜､ AS-2000型オ ー トサン プラ - ､ D-2500型ク ロ マ トデ ー タ処理装置 (日立製
作所) を用いたo 移動相に 臥 50 m m ol/Lリ ン酸カリウム 緩衝液(pH 5.0)とアセ トニ トリル
を75:25(Ⅴ/v)の割合で浪合したもの を脱気 させ て用 い ､ 流速は 0.S mL/min と した｡ カラム
は CAPCE L PA K C18UG12 0(粒径 5 FL m､ 4.6 Ⅹ25 0m m､ 資生堂 ､ 東京) を用い ､ カラム
温度は恒温滑を用 いて 30℃と した｡ 測定は2 0 n m をモ ニ タ ー する ことにより行 っ た｡ 検量
線は ､ 4' - OH- MPB の標準溶液を用 い て 0.5 - 5 βg血L の範囲で作成 し､ 前述と同様に内部
標準法により算出 した｡
2.7. 薬物動態パ ラメ ー タ の解析
血簾中からの R- ､ S- MP B及び P B の消失速度定数(k10)は血紫中濃度時間曲線の 濃度のみ
を対数プ ロ ッ トした時に ､ 最小二 乗回帰分析により直線と して得られ る消失相の傾き より
求 めたo それらの消失半減期(tlr:)は ､ tl/2-0.693n(10と して計算したo R- ､ S- M P B及びP B の
血紫中濃度時間曲線下面横(A UC)に つ い て は最終測定時間(t)まで の A U C(.～ .)は台形法に よ
り算出 し､ それ以降無限大まで の A U C(t～ 00)は最終測定時刻の血紫中濃度を klOで除する こ
とに より算出 し､ A UC(o～ 00)は両者の 和として算出 した｡ R- 及 び s- M PB の 全身クリア ラン
ス(C L/ど)は CL/F=投与量/A U C(o- ∞)/体重 より算出 したo M P B 200 mg中に は ､ R- 及 び S- M P B
が等量含有され て い るこ とより ､ R- 及び S- M P Bの投与量 はそれぞれ100 mg と した｡ R- ､
S- M PB 及 び p Bの 最高血祭中濃度(cm a x)は得られた血簾中濃度の最高値と し､ 最高血祭中濃
度到達時間(tm ax)は Cmaxに到達 した時間と し､ いずれも実測値と したo 4, - O H-MP B の尿中排
壮率は ､ M P B の投与盈 (200 mg) に対する%をモ ル 当盈で補正 した｡
2.8. 遺伝子解析
ヒ トゲノム D NA は､ 被験者の 末梢血より GF XGe nomic Blo odDNA Purificati. nkitを用い
て抽出 したo 抽出 した ヒ トゲノム DN Aを用い CPP2 C19*2 及び C YP2C19.3 の解析を､ de
M or ais ら
11)及び Kubota ら 12)の報告に準じて ､ P C R- R F L P故にて実施 したo c yp2B6遺伝子
型 で ある ､ CYP 2B 6*2･ CYP 2 B6*3, CYP2 B6*4, CYP 2 B6*5, CY:P2B6*6及び c yp2 B6.7の解析は ､
La ng ら
20)の 報告に準じて ､ P C R- R F LP払及び Quickstartkitを用 い ､ サイ クル シ ー ク エ ン ス
反応後､ cEQ2 0 0X LD N Aan alysis system(Beckm a nCo ulter,Inc.)8こて ､ ダイ レ ク トシ ー ク エ
ン ス 法により行 っ た｡
2.9. 統計解析
得られた動態パ ラメ ー タ等の 結果は平均士標準偏差で 表 した｡ 群間の相違は､ student の t
検定又 は n o n-parametric M an n- W hitn ey U-testに より統計的に評価 した｡ また､ ク備につ い て
は 0.05以下を有意と見な した｡
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3. 実験結果
3.1
. 安全性及 び羅容性な ど
本臨床試験にお いて ､ 有寮事象 ､ 自覚症状､ 他覚所見及び バイタル サイ ン等副作用と し
て扱われるような臨床上問題 となるような事象は静められ なか っ たo
3･2･ 日本人健常成人 30名にお ける C YP2 C19及び C YP2B6 に関する潰伝子型
日本人健常成人30名における CY P2C19及び C YP2 B6の 遺伝子型をTablel に示 した.
Table1･ Individu algen otypicbackgro u nds of C YP 2C1 9and C YP2 B 6ofthiny m alehe althy
subjects en rolled in the study
u
bo m oEM
u m er
forC Y P 2C19
2
3
7
9
19
20
23
2 7
29
CY P 2C19
e n otype
CYP2 B6
1 1
”/ ”
*1/*1
*1/*1
*1/*1
”/ ”
*I/*1
*1/*1
*1/*1
CY peter oE M
4
*1/*1
*2/*6
*1/*6
*]/*6
*1/*1
*J/*J
*1/*1
*1/*1
Or
1
5
C19
*1/*2
*1/*2
6 *1/*2
1 0 *1/*2
1 1 *1/*2
1 2 *1/*2
18 *1/*3
2 2 *1/*2
26 り/*2
28 *1/*2
PM
*6/*6
*2/*6
*1/*1
*1/*6
*6/*6
*1/*6
*1/*1
*1/*1
*2/*6
*1/*1
OrCY P 2C19
4 *2/*2
8 *3/*3
1 3 *2/*3
I 4 *2/*2
15 *2/*3
*4/*6
*1/*6
*1/*1
*1/*1
*1/*1
16 *2/*3 *1/*2
I 7 *2/*2 *1/*1
2 1 *3/*3 *1/*4
2 4 *3/*3 *1/*1
2 5
- *2/*2 *1/*2
3 0 *2 /*2 *2/*4
l l
3.3. R- ､ S- M PB及び PBの血祭中濃度推移と CY P2C)9の 遺伝子多型
M P B(ラ セ ミ体と して 200mg)服用時における CY P2C19 のホ モ E M, ヘ テ ロ E M及び p M
各群 毎の R- ､ S- M P B及 び pB の血紫中濃度推移をFig.2 に示 したo R- M P B の平均血液 中濃
度は , 3 群間で著 しく異なる推移 を示 した｡ R- M P Bはホ モ E Mに おい て , 投与後 8時間で
全例定量限界未満で あ っ たo - 方 p Mにお いて は ､ 投与後 12日にお い ても全例検出され たQ
ま た ､ 定量限界以上 の点が o又 は 1時点で あ っ た被験者が ホ モ E Mで 4 例 ､ - テ ロ E Mで 1
例認 められた こと より ､ R- M P Bの動態解析 は , ホ モ E M及 び - テ ロ E Mそれぞれ 5及 び 9
名 を対象と した｡
s- M P Bの 平均血衆中濃度は ､ 投与後 48時間まで は 3群とも同様な推移 を示 した. 96時間
以降の 消失相にお いて は , p M群は E M群と比較し速や かな消失傾向が認め られた o
p M の P Bの 平均血簾中濃度 は , E Mと比較 し高 い値を示 した ｡ また､ R- M P Bとは異なり ､
ホ モ E M及 び - テ ロ E M間で差は薄 め られ なか っ た.
(8)R - M P B
0 9 丘 1 9 2 2 S 8 3 8 4 4 8 0
tiTn e(hr)
(c)P B
9 6 1 9 2 2 88 3 S 4 42)0
tim e( 叫
O) S- M P 8
9 6 192 28 8 3 84 480
LizznPr)
看1 M O
も
5 1.00
i
l∃
∈l
a o.10
岳
4i 0.0 1
〇 1
白
も
i
= o.
1】
8 o.o
Fq
P<
o.oo
J 1
百
‾
払
5 o.1
i
⊆】
○
昌 o.o 1
皇
占 o.o o 1
Fig.2. Plas m a co n c entraLtio n-tim eprofiles of R- m ephobarbital(a), S- m ephobarbital(b)and
phe n obarbital(c)atter an ora1 200-Tngdos e ofr ace mic m ephobarbitaltotheho m o-E M(A- 9,○),
heteroE M(n -10, ＋) and P Mgro ups of C YP2 C I9(n- 1I, A).
Data are e xpresseda5 m ea n± S D. M P B, m ephobarbital;P B,phe n obarbital.
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3･4･ R- ､ S- M P B及び pBの 動態パ ラメ ー タ と C YP2 C19 の遺伝子多型
M P B(ラセ ミ体と して 20 0mg)服用時にお ける C YP 2C19の ホ モ EM ､ - テ ロ E M及び PM
各騨鯨の R- ､ S- M P B及び p B の動態パ ラメ ー タ (平均±標準偏差) をTable 2 に示 した.
R･ M P Bにおける動態パ ラメ ー タは ､ い ずれ の パ ラメ ー タもホ モ E M とp M の鮮間におい て
有意な差が深 められた … p Mにお ける R- MP B のCm ax及び AUC は ､ ホ モ EM と比較 しそれ
ぞれ 3倍及び92倍高値を示 し､ T.n 耽及びtl/2はそれぞれ 16倍及 び2 4倍遅延 し､CL/F は l/93
で あ っ たo p B の動態パ ラメ ー タは ､ ホ モ E MとP Mの 騨間におい て R M PBと同様な差が認
め られ､Cm ax 及び A U C は､ 有意な差が絡められた ｡ - 方 ､s- M P B の動態パラメ ー タは ､R_M PB
及 び p Bとは異なる傾向を示 したo 即ち､･ p Mはホ モ E Mと比較し有意差は静 められなか っ
たもの の AU C は低値な傾向を示 し､ tlnは短縮傾向を示 した｡ また ､ pM にお いて CL/F は ､
ホ モ EM と比較 し有意に高い傾向が瓢 められた｡
Table2･ Pharm ac okin eticpara m eters of R- andS- m cphobarbitala nd P hen obarbitalobtained &o m
theho m o-E M
,heter o- E M and P Mgr o ups of CYP2 C)9
Co mpo urLds Phen otype Cm 8X I.n a x tl/2 A U Co. 如 CL/F/kg
pg/hd･ hr hr pg
･ hr/hd･ mL nlr/kg
R･ m ephobarbital hom oEM O･3土0･I I.3土0.6 3.6j=l.5 l.5土0.3 1132i 87
hetcroE M O･4土0 3 210士1.7 6.8d5.4 6. 蝕10.7 730.2 軸79.5
p M l
･0士0･2
＋＋u ＋＋ 20.6土13.0
…
,
十＋＋
88i20
'＋＋
･
＋＋＋
1 38土37.5
州
･
-
12
.
2 B
.
2
-
･
十＋
S - m ephobarbital ho m oEM O･9d=0･2 8･4土9.1 7 蝕31 100.9d2 0.0 17. d:3.7
heteroIヨM O･8 軌 2 10.6土9.7 85土37 11 3.7土59.7 16.0土5.5
P M 0.7土0.2 6.6士8.7 6 恥37 73.9i36.2 25-2d:9.8
'
･
＋
phen obarbital ho m oE M 0.5土0.2 12S.Oj=48.0 1&4土64 1 84. 士59.0
heter oE M 0.7土0.6 134. 触49
.6 1$6土93 233.4土164.2
p M 1･5土0･4
'＋＋
,
＋＋
139.6土66.0 143土 4 519.2j=208.8
榊
･
＋'
Data are express ed as m ean s±S D.
T he m e ankin eticdata o nR- m ephobarbitalar e estim ated 舟o mthedata obtain ed 舟o mflV eho m o-
E Ms and nin eheteroEMs.
*P<0･05; and* * *P<0･0 01v ersu sho m o･E Mgr o up･
榊
p<o･oo1;
W
p<o･o1;a nd
＋
p<0･05vers ushetero-E Mgr o up･
3.5. 4' - O H-M P B の尿中排壮と C YP2 C19 の遺伝子 多型
投与 24時間後まで の 4' - O H- M P B の尿中排壮率をホ モ EM ､ - テ ロ E M及び p Mで比較 し
た｡ その結果をFig.3 に示 した｡ ホ モ E M､ - テ ロ E M及び PM の 尿中排壮率は それぞれ 10.9
±1.5, 9.5± 2.3 及 び o.53 ±0.31%で あり､ E M(ホ モ 及び - テ ロ) 及び p M間には大きな差
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が認められたo しか しなが ら, ホ モ E M 及び - テ ロ E M 間で は , 有意な差が認 め られ なか
っ た . - テ ロ E M の被験者 10例 中に尿中排准率 が 3.5% と他 の - テ ロ E M被験者 (8.4 -
11.7% )と比較 し低値を示す個体 1例(#12)が認め られたo また､ 血簾中の 主要代謝物で ある
p Bは い ずれ の被験者にお い ても尿 中に認 め られ なか っ た ｡
Fq
皇
E;
く⊃
与 ℡
毒蓋
U ヽ-
H
中
i.
el
l∃
■
∈
E3
14
12 ＋ho n oE M
I betc roE M
4 P M
ロ heteroE M('1/'2)
10.牡l=1.5 9.5i2 3 0.5土0.3* * * 3.5
Fig.3 . UriJlarye xcretion of 4
'
- OIl- MP BaAer an or alad ministrz(tion of 20 0mgr acemic M P Bto
ho m oE M,heter oE M andP Mof CYP2 C)9.
Da[ta are e xpress ed as m e arlS± D .
* * *P<0.00Iyersusho m o-E Mgro up.
3.6. R - ､ S- M P B の AU C比 と C YP 2C19の 遺伝子多型
R- M P B及 び S- M P B の A U C比(R/S A U Cr atio)に つ いて ､ C YP 2 C 1 9 のホ モ E M､ ヘ テ ロ E M､
p M それぞれ算出 し比較を行 っ た結果を Fig.4 に示 した｡ P M(2.069±0.610) は､ ホ モ E M
(o.o14 ±0.00 3) と比較 し著 し い 高値 を示 したo また, - テ ロ E M の被験者10例 中に R/S A UC
r a血 が o.543 と他 の - テ ロ E M被験者 (o.o13 - 0.04 2) と比較し高値を示す個体 1例(削2)が
認 められた o そ の 個体を除い た - テ ロ E M の R/SA U CraLtio と P Mを比較 した場合も､ ホ モ
E Mと比較 した場合 と同様 に P Mが高値を示 した｡
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:占
CI
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10.00
1.00
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0.01
ho m oEM
(0.014土0.003)
Aeter oE M
(0.072土0.166)A
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(2.069j=0.610)A
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▲
Fig. 4. R/Sr atio ofplas m aA U C for m ephobarbital inho m oE M(○),hetcroE M(●)and P M(▲)
ofCY P2 C] 9.
Data ar e e xpress ed asmean s± S D･
*P<0.00lyers usho m oI E MgrotlP.
3
.7. R- , S- M PB の血簾中濃度比 と C YP2 C1 9の遺伝子 多型
RI M P B及び SI M P B の血紫 中濃度比(R/Spla s m a c o n e. r aLtio)に つ い て Fig.5 に示 した o
c yp 2C1 9 のホ モ E M､ - テ ロ E M､ P M を対象に比較 を行 っ た結果 ､ - テ ロ E M の被験者 10
例 中に m Splas m a co n e ratio が他 の - テ ロ E M被験者 と比較 し高値 を示す個体が 1例(#12僻
め られたもの の , P Mは , E M (ホ モ 及び - テ ロ) と比較 し高 い候向を示 した｡
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3.8. CY P 2 B6の 遺伝子解析
被験者30名 を
_
対象と し CYP 2 B6の遺伝子解析 を行 っ た. そ の結果を Table 3及び Table 4
に示 したo 各ア レ ル(C YP2 B 6'1, C YP 2B6'2, CYP 2 B 6*3, C Y P2 B 6事4, C YP2 B 6*5, C YP 2 B 6*6及 び
c p p 2 B6*7)の頻度は ､ それぞれ 6S.5, 4.7､ 0､ 9.3､ 1.1, 16.4 及び 0%で あっ たo 今回 ､ 得 ら
れた結果は ､ 先に H irats uka ら 22)が報告 して い る 日本人 の頻度と同様な候 向で あ っ た o El本
人健常人 30名 にお ける C YP2 B 6の遺伝子型 は ､8種類 の存在 ､すなわち C YP2 B 6＋1/C YP2 B 6'1
(14名 ､ 4 6.7% ), CYP 2 B 6＋1/C YP 2 B 6＋6(5名 , 1 6.7%), CYP 2 B6'2/CYP 2 B 6*6(3名 , 10.0% )､
c yp 2 B 6*6/C P P 2 B 6*6(2名 ､ 6.7% )､ C YP2 B 6書4/C YP 2 B 6*6(2名 ､ 6.7% )､ CW 2 B6'1/C YP2 B 6'2
(2名 , 6.7% )､ C YP 2 B 6*1/C YP 2 B 6*4(1名 ､ 3.3% ) 及び c yp 2B6'2/CYP2 B6*4(1名 , 3.3% )
が検出された o 最も高頻度で あ っ た C Y P2 B 6の 遺伝子型 は ＋1(野生型) をホ モ 接合体と して
持 つ C YP 2 B 6*1/C YP 2 B 6書J で あ っ た.
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Table3･ Frequ en cies of C YP2 B 6allelesin 30 Japa nes e v olu nte ers re cmitedinthis studyandthose
reported byH iratsuka etal.(2 002)
Allele pr e s e ntsttldy(” = 60) H ir atstlka etal･ (” = 53 0)
〟 % 〝 %
C YP2 B6*1
CYP 2 B 6*2
CYP 2B6*3
CYP 2 B6*4
C YP 2B6*5
C YP 2B6*6
C YP 2B 6*7
36
14
60 363 68.5
10 25 4.7
0 0 n
6.7
23.3
49 9.3
6 1.1
87 16.4
0 0
Table4
･
Freque n cies of C YP2B6ge n otypesin30 Japanes e v olu nte ers
re cmited inthis study
CYP 2 B 6ge n otypc Stlbjects(” - 30)
〝 %
C YP 2 B6*1/*1
C YP2 B 6*1/*2
CY P 2 B 6*1/*4
CY P 2 B6*1/*6
C Y P 2 B6*2/*4
CYP 2 B 6*2/*6
C YP 2 B 6*4/*6
C YP 2 B 6*6/*6
14 46.7
2 6.7
1 3.3
5 16.7
1 3.3
3 10.0
2 6.7
2 6.7
1 7
3.9. P B生成と遺伝子多型
sI M P B及び R- M P Bか ら c y p 2 B 6を介して生成す る P Bの A U Cに 関 して ､ C YP 2 B 6の 遺伝
子型(c yp 2 B 6
'2, C YP2 B 6事4及 び c yp 2 B 6*6)と の 関連 をP B及 び M P B(R一 及び s)の A U C比
(A U CpB/A U Cs_h m＋A U CR_M P B)を計算 し比較 した ｡ そ の結果を Fig.6 に示 すo c yp2 B 6'6 をホ モ
又 は - テ ロ で保有する群にお い て ､ P B の A U C及び A U C比 が保有しない群と比 較し有意差
は認 められ なか っ た もの の低 い傾向を示 したo また ,C YP 2 B 6*2及び C Y P2 B 6事4 にお いて は ､
存在の有無に より P B の A U C及 び A U C比 に違 い は認め られ なか っ た｡
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同様に P B の A U Cに関 して ､ C Y P2 C 19の遺伝子型(ホ モ E M, - テ ロ E M及び P M)と の 関
連を検討 した｡ そ の 結果をFig.7. に示 した｡ P M の A UC 比(2.5±0.7)の 平均値は , ホ モ E M(1.9
±o.7, M an n- Wh itn ey U-検 定)及 び - テ ロ E M(I.9± 0.5, Stude nt (-検 定)と比 較しそれぞれ有意
O'旬 .0 5)に高 い値を示 した .
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Data are expressed as m e an s± SD .
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4. 考察
今回実施 した臨床研究の 結果より､ MP B(ラセ ミ体)を服用 した場合､ cyp 2 C1 9 の PM では
ホ モ 及び ヘ テ ロ E M と比較 し､ R- M P B のtl/2は長く AUC は増大する事が明らかとな っ た
(Fig･2, Table 2)o また ､ p M における4' -OH- MPB の尿中排壮率は ､ EM と比較 し21倍低値で
あっ た(Fig･3)o Ktipferら
5)は､ M PB(ラセ ミ体)投与後､cyp2C19 の PM で は ､尿中に4, - OH- M PB
が絡め られず､ また､ R- MP Bを投卑した場合､ E Mで は尿中に 4, -OH- M PB が認 められて い
る寧を報告 して い るo 更に ､ in vilroにお いて ､ R- M P Bは､ S- MP Bと比較し優位に 4,位水酸
化を受け､ その 反応 には CY P2C19が関与する ことが報告されて い る 6)o これ らの 報告と今
回得られ た結果をあわせ て考えると､ ヒ トin vivoに おい てもR-M PB の4,位水酸化は､ 主と
して C YP 2C19により行なわれ ､ p Mでは こ の代謝経路の 関卑が少ない もの と考えられた｡
- - 頒 ､ MP B(ラセ ミ体)投各棟の S- MPB の 血紫申渡度プロ フ ァイル には ､ R- M PB で滞めら
れた EM と p Mの差は静められなか っ た(Fig.2, Table2)o この結束は､ R-M PB の 4,位水酸化
は CY P 2C19 により触媒され ､ S- M PBの代謝は C YP2C19が関与 しないとするin vz
･
t'v の結果
6)を支持するもの と考えられ たo また ､ cyp 2C19 の E Mに MPB の S体を投与 した場合､ 尿
中に 4' - O H- M PB が絡 められ ない とする KWerら
5) の報告とも矛盾 しなか っ たo 以上より ､
ヒ トにお いて S- M P B の消失 に CYP2C19の 関与は ほとん どない と考えられた.
M P B の立体選択的体内動態と C YP 2C19遺伝子型との 関係を明らかに し､ CY P 2C19 の in
viv oフ ェ ノタイ ピ ン グにおける MP B の有用性に つ い て検討 した. 個々 の フ ユ ノタイ ピン グ
の判定に おい ては ､ 少な い被侵襲性及 び簡便性を備えるほ ど実用的である｡ 通常A U Cを算
出す るた めに は､ 複数回 の採血が必要で ありそれ に伴い 患者 - の 侵襲性も増加 する ｡ しか
しながら､ ある採血時点に おい て の 血中凍度測定の みに よりフ ユ ノ タイ ピン グが実施可能
で ある場合､ 大幅に被験者負担が低減する｡ そこ で ､ 本試験 の各採血時点における MP Bの
R/S浪度比 を算出 したo そ の結果 ､ c yp2 C 19の P M､ ホ モ及 び - テ ロ EM の投与 o.5 - 6 時間
後の 採血時点におい て ､ PM 及び EM 間で MPB のR/S濃度比 の 差が約2倍以上静め られた
(Fig･5)o また ､ - テ ロ E M の吸収の 遅い被験者は ､ 1.5時間以降で MPB が検出され た｡ 以上
の 結果をあわせ て考えると ､ M P B(ラセ ミ体)200mg投薬後の 2 時間から 6時間で の血中
R/S漉度比 は ､ in viv oにおける C Y P2C19 の フ ェ ノ タイ ピン グを評価する有用な指標となり
得ると考えられた｡
CYP 2C1 9 のヘ テ ロ E M(CYP 2C19*1/C YP 2C19*2)1名が ､ 他の - テ ロ E Mと異なる M P Bの
体内動態を示 した(Fig.3,Fig.4)｡ 即ち､ こ の被験者における R- M P B の動態は ､ P Mほ どで は
ない もの の R- M PB の血中か らの消失遅延及 び4' - O H- M P Bの 生成低下が認められたo 現在､
2 0
c y p 2C19 は C YP 2C19*2 及び cyp2C19*3 の2 つ の ア レ ル によ っ て ､ 日本人 の PM の 100%
が鋭明可能と報告され て い る 1l､ 12)
o 従 っ て ､ この被験者は､ C YP2C19*2 に加 えて他の新規
変異を所持 して い る可能性 が強く示唆された｡
M P B の代謝物 の 1 つ で ある PBは､ CY P2C19 の P Mにおいて E Mと比較 し商い血紫申渡
度を示 した (Fig12, c)o ヒ ト肝ミク ロ ソ - ム を用い た研究より､ s- MP Bは ､ CY P 2 B6 により
p B - と代謝され る ことが報告され て い る 13)o しか しながら､ MPB のN 脱メ チ ル化により
生成する P馴ま立体壌択性が少なく ､ pMと E= 由来の被験者より調製 した ミク ロ ソ - ム間
における PB の 生成速度は同程度であ っ た (デ ー タ未発表)o これ らの結果より ､ CY P 2C19
の EM におい て R- M P馴 ま､ 大半が4'位水酸化により速やかに消失するため､ pB はS-MPB
の み から生成すると考えられたo - 塘 ､ R- MP B の4鳩派 酸化能を欠如して い る PM におい
て はR- MPB も､ N 脱メチ ル化反応 の基質となり pB を生成すると考えられる o R･ MPB 及び
s- M P B双 加ミpB 勧説反応 に関阜すると仮定 した場合､ EM と比 較しPM の P B血紫中波度
は商値を示すと考えられる｡
Eadie ら
23) は､ 77銘の - ス トラリア人の てん かん患者を対象に M PBを投卑 した場合､
投与 した嵐静の 5%に あたる 4名でおよそ2倍の P B沸度が簡 められた事を報告して いる ｡
同様に MPBを投卑 した場合､ 過度の鎮静の ため治療の継綬が困難なほど血紫中礁度が非常
に上昇 した症例が報脅され て いる 24)o これらの 報告と今回の結果をあわせて考えた場合､
これ らの PB凍度が上昇した患者は ､ RIM PB の 4,位水酸化能低下を伴うc yp2C19 の PM で
あり ､ この 欠掛 こより 4' - OH -MPB - の代謝が滞り､ R- M P Bか ら pB へ の 代謝克進が生 じ
た可能性が推測されるo M PBの 立体選択的代謝は ､ C YP 2 C 19の E Mにおい て は ､ S- M P B の
みが p B のプロ ドラ ッ グと して位置づ けられ ､ また c y p2 C1 9 のP M にお い て は ､ R 及び s
の 雨具性体がpB の プロ ドラッ グの役割を担 っ て い ると考えられる｡
今回の結果より ､ cYP2 C19の EM 及び pM における､ それぞれの 分子種 の 関わりを提唱
する M PB エ ナン チオ マ - の 予想代謝経路を Fig･8 に示 した｡ c yp 2 C 19 の E Mにおい て は ､
R-M PB は大半が c yp2C19 により 4' - O H-MP B - と代謝され (¢)､ p B - の代 鮒ま､ わずか
に生 じるの みで ある (i)o また､ s- MP Bは､ C YP2 B 6により PB - と代謝され る(0). 一 方 ､
CY P2C 19の P Mにお い て は､ CY P 2 C19により 4' -O H- M PB - と代謝される R- M P B の割合が
少 なく(J)､ その ため R- M P Bより CY P2 B6 に より P Bへ代謝が進行する(J)o また､ s-MP B･
は､ CYP2 B 6により P B- と代謝される(0)経路が考えられた｡
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一 方 ､ 予め p B に より治療 して い た被験者の 場合は , M P B のク リア ラ ン ス が 増大 し､ 事
前に P B を投薬 して い ない 患者と比較 し, M P B投与後速やか に P Bが認 め られ た事を Eadie
ら
23) が 報告 して い るo S- M P Bは , C Y P2 B 6に より P B - と代謝され るため
13)p Bを事前に
投薬 されて い た場合 , c y p 2 B 6 の誘導が 生 じ､ SI M P B の消失が元進 しP B の生成が増加す る
可能性が 考えられ るo 今回の 研究にお いて も, C Y P 2 C 19の P Mは E Mと比較 しS- M P Bの 消
失が わずか に速やか で あっ た伊ig.2, b)o また ､p M の A UCpB/(AU Cs.M P B＋AU CR_ m )の m etabolic
raLtio(M R)は ､ E Mと比 較し高い傾向を示 した(Fig.7)o 更に , EM と比較 しPM の P B の血祭
中濃度は約 3倍高値で あっ た ｡ これらの 結果 から, P Mでは P Bの 濃度が高く なるた め , E M
と比較 しPB に よ る C Y P 2B6 の 誘導が より強く かか っ て い る可能性 が示唆 されたo
A U CpB/(A U Cs_M PB＋A U CR_M PtI)の M Rと C YP 2 B 6の遺伝子型と の 関連性 を調 べ た結果 ､ M R
は , 個人間で 4 倍 の バ ラツ キが 生 じて い たが ､ 大きな外れ値 を示す被験者は認 められなか
つ たo しか し, 6種 の異なる C YP 2 B 6の ア レ ル 間で , C YP 2 B 6'6 を持 つ 被験者の M Rが低下
す る便向がわずかなが らに認められた(Fig.6)o しか しなが ら, C YP 2 B 6
'6 のホ モ ､ - テ ロ 及
び所持 しない 被験者間で , 統計的に有意な差は検出されなか っ た o c yp2 B 6'6 を保有す るヒ
ト肝 より得 たミク ロ ゾ ー ム では ､ C YP2 B 6
*1 を保有する ヒ ト肝 よ り得た ミ ク ロ ゾ ー ム よりも ,
c y p 2 B 6タン パ ク含有量が低 い事が報告されて い る 15､ 20)o 一 方 , c yp 2 B 6'6 の 発現系 を用
い た検討で は ､ 7- エ トキ シ ク マ リ ン 0 脱 エ チ ル 化活性及び 7- エ トキ シ 14 - フ ル オ ロ メ チ ル ク
マ リ ン脱 エ チ ル化活性 の Vm axが c yp2 B 6'1 よ り高い値 を示す辛が報告されて い る
25
､
2 6)
今回 の 結果 は ､ 発現系を用 い た報告とは 一 致 しない が ､ ヒ ト肝 ミ ク ロ ソ - ム の結果 とは 一
致 し､ C YP 2 B6'6 を持 っ た個体 では C Y P 2 B 6 の発 現量が低下 し , M P B の脱メ チ ル化能も低
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下する事を示唆するもの と考えられたo - 方 ､ cyp 2 B6*2及び c yp 2B 6*4 の ア レ ル を持 つ 被
験者の M Rは - 窟の傾向を示さなか っ たが ､ c yp2 B 6.2及 び CYP2 B6*4の ア レ ル を持つ 被験
者は少 なく ､ また ､ これ らの ホ 刊ま今回の 対象被験者に は認 められなか っ た ことか ら ､
cyp 2 B6*2 及び *4 の ア レル が M Rに彩管を与えるか否 かの 点に つ い て は更なる研究が必要
で あるo また､ c yp2B 6*3､ C YP2B6*5及び CYP 2 B 6*7 のア レル につ いて は ､ 今回 の 30名の
被験都 こは絡 められ なか っ たため MP B の代謝に関して の影響を明らか にする ことができな
か っ たo 撤近 になり CYP2B 6*8 から cyp2 B6*15 の変異が報告されたが19)､ これらの変異に
つ い て は ､ 今後検討する必要性が考えられた｡
以上より ､ ヒ トin vivo にお いて MP B の体内動態は､ CYP 2 C 19の 適伝多型が関係 して お
り ､ M PBはヒ トin vivo における C YP2C19 の判定の プ ロ ー ブと して有用で あること可能性
が示唆されたo また､ c m B 6* を持つ 被験者は､ 持たない 被験者と比較し MR が低下傾柄
を示 した結果より ､ M P Bか らの PB - の 生成過程にお ける個人差の 一 部分は ､ CYP2 B6*6の
ア レ ル の存在により鋭明される可能性が示唆されたo
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5. 小括
1)C Y P 2C19の F･M で は､ R-MP Bと ふMP B の血中動態が大きく異なり､ R- MPBの 消失が速
や かで あ っ たo -･･-.･jf､ CYP2C19の P Mで は ､ R- M P B の血中か らの 消失が著 しく遅延 してお
り ､ R･ MPB と s- M P B の血中動態の 差異は小さい もの で あっ た. また､ cyp2C19 の P Mで
は ､ EM に比較 して 4' -O H- MPBの 生成能が著 しく低い ことが示 された｡ この 藤果より､ E M
における M PB の 体内動態における R 体とS体の差異は､ CY P2 C 19 を介 した水酸化能の 差
異に起因するもの と考えられた｡
2) MPB 服用後の R/S比は､ A UC および各採血点にお ける血 中漉魔の いずれ に関しても
C YP2C19の E Mと pM で は著しい差輿を示 し､ MPB がin vivo における CYP 2C 19 の フユ ノ
タイプ判鮭の プロ - プと して有用 であると考えられた｡ また､ c y p 2C19の PM では EM に
比較 して商い血中 pB 沸度を示 した ことか ら､ S体に加え R体か らの脱メ チル化による PB
の 生成が進行 して い る可能性も示唆された｡
3) 解析した30銘にお い て ､ CYP2B6*2, CYP 2 B 6*4および C YP2 B6*6の存在が確認されたo
それ らの遮伝子頻度は, 既報値と近 い値で あっ たo CYP 2 B6*6を保有する群で 臥 C P2 B6*6
を保有 しない群に比較 して PB の A U C およびSI M PB とR-MP B の A UC に対するP B の A U C
比 ‡PB/(S- MPB＋R- M PB))が低い傾向を示 したo この 結果より ､ CYP 2B6*6変異が MPB か
ら pB へ の 生成経路における個体差を生 じる原因の ひとつ に なる可能性が考えられた｡
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第 2寧 日本人における M PB 4位水酸化括性低下を伴う C mC19 の新規変異
1. 序文
M P Bは､ ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム におい て CYP2 C 19に より 4, - OH- M P B- 代謝され る 6)o 第
1牽におい て C YP2C19の遮伝子既知の 日本人野性健常人 を対象として ､ M PB の薬物代謝動
機を検翻 したo 号 の練乳 c yp2C19*1/CYP2C19*2 を持 つ 被験者1銘 の R-MPB の漉度が ､
他の ヘ テ ロ E Mの C YP2C19*1/CYP2C19*2 あるい は CYP2 C19*1/CYP2C19.3遺伝子型を持 つ
被験肴と比較し高く推移 したo また MP B投与後24時間まで の4, - OH･ M PB の尿中排壮率臥
他の C YP2C19ヘ テ ロ の EM と比較しおよそ 1/3で あり ､ M PBの 4,位水酸化活性の 低下が静
め られたo 現在まで に ､ c yp2 C19の ア レ ル は15種報告されて い るが 10)､ 日本人における変
鼎遮伝子 は CYP 2 C19*2及び CYP2C19*3 の みが検出されて い るため､ これら 2 種 の変異ア
レ ル の解析を行うことにより ､ 日本人 の喪現型(pbe n otype)は 99%以上祝明可能で あるとい
われて い る
11
､
1 2)
o しか しなが ら､ この被験者は他の CYP 2C19の - テ ロ EM の 日本人被験者
と異なる動態を示 した事より ､ C YP2C19*2及び CYP 2 C 19*3以外の既知変異遺伝子が存在 し
て い る 寧が推 測され た o そ こ で ､ CYP2 C19遺伝子 の 全て の 既 知変 異(cyp 2C19*2 -
CYP2C19*15)を調べ たが ､ 予め確落されて い た cyp 2C19*2 以外の 変異は認められ なか っ た.
そこで ､ 第2牽で は CYP 2C19 の全て の エ ク ソン及び エ ク ソン イ ン トロ ンジャ ン ク シ ョ ン
の配列 を解析 し､ その 結束新規の 変異を見出 したため､ その変異の ア レ ル頻度及び機能解
析を実施 した｡
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2. 鮮薬 ､ 対象及び方法
2.I. 献策等
CY P2C19の cDN Aは ､ 旭テクノ グラス 株式会社 田井中 均氏より贈与 され たもの を用
い たo pc Rm untIトTOPO及 び pcDN A3･1/Zo o(-)は ､ In vitr oge n(Carlsbad,C A, U SA)より購入 し
た竜)の を 剛 ＼たo ミ ドリザル 腎由来の C OS-1細胞は ､ Am ericalサpe Cell Cultur eCollectio n
(Ma n ass as, VA, U S A)より購入 したもの を用い たo その 他は､ 第1草と同様に入手 したもの ､
ヰ) しく は市販品をその まま用 いた｡
2
.2. 被験者
第 1 準で対象と した被験者 (日本人健常男性) の中で ､ CYP 2C19.1/CYP 2C19*2 を持ち､
他の ヘ テ ロ E Mの CYP2C19*1/CYP 2C19*2 ある い は CYP 2C19.1/C YP2C19*3遺伝子型を持つ
被験肴と比較 し､ MPB の 4'位水酸化悟性の 低下が認 められた被験者1孝趨 対象と したo
2,3. 遺伝子解析
ヒ トゲノム D NA は第1寧と同様の 方法に従い抽出 したo c yp2C 19の塩基配列確 熟まシ ー
ク エ ン ス により確徹 した. 反応溶液は ､ 氷上にて以下に示 したように調製した｡ o.2 m L マ
イク ロ チ ュ ー ブに 100ng の ヒ トゲノ ム D N A､ 0･63 UAmpliTaq Gold(Applied Bio syste m s,
FosterCity･ CA, US A)､ 10 X PCR GoldBu飴r(Applied Bio syste m s), 2.5 m m ol瓜MgCl2､ 0.2
m mol凡dN TP､ 0･2 FL m Ol瓜の fo rw ard 及び r evers eプライ マ ー を浪合 し､ 最終容量が2 5LLL
になるよう調製 したo pCR は ､ Gen eA mpPCRSyste m270(AppliedBiosyste m s)を用い て行 っ
た. pc R条件は､initialde n aturatio nを94℃にて 10分行 っ た後､94℃で 1
'
分de n atur ati.n､ 57℃
で 1分 an n e aling(e 又o nl のみ65℃)､ 72℃で 1分 e xten sion を35サイ クル行い ､finalexten si. n
を 72℃ で 10分行っ たo この反応溶液を用い ､ Quickstartkitを用 い ､ サイク ル シ ー クテン ス
反応後､ cEQ2000XL D NA an alysis syste m (Be ckm anCoulter,In c.) にて ､ ダイ レ ク トシ ー ク
エ ン ス 陰により塩基配列を確瓢 したo p c R及 び シ ー ク エ ン ス に用い たプライ マ ー を Tabl占5
に示 した｡ また､ 本研究の 実施は ､ 九州臨床薬理クリ ニ ッ ク及 び千葉大学大学院薬学研究
院倫理委農会にて承認され ､ 被験者に は文書に より同意を得た｡
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Table5･Prim ersus edforthe speci･FIC a mPliflC atio nanddire ctsequen clng an alysis of C YP2C19
ge n e
lificdandL轟Am uen c ed
F,光oni
E又on2and3
Ex on4
Ex on5
Exon6
Exon7
Exon8
モミxon9
intro n5
r喝io n Forwardprlm er(5'to3.)
T A A A T A T G AA T C T A A GT C A G G C T T A G T
T C,a T T TT A A G G G GA G T C A T A G G
C A AC C A G A G C T TG G C A T A T T G
A AA A C T G G CA C A A G A C A G GO A T G
A A T T G C T A(ヨA A C A A A TG T C C A T T T C
C C A C TG T T T C A T A A AC C A T C G T G A
A A A C C T T G C T T TT A T G G A A AGTG
Re v ers eprl m er(5■to3■)
G A G A G C A G T C C A G A AA G G T C A G T G A T A
C A A A T G T AC T C A G G G C T T G G
T G A T G C TT A C T G G A T A T T C A T GC
A A TT G G O A C A O A T T A C A GCTG G
AG A(コG G T A A G A A T CA T A C T G T G A
G A A G G C A C A T G TAG T C C A A C T O A
A T C TA C T C A T CCC TC C T A T G A T T CA C C G A T G TG C AC T C A A T G T A A C T A T T A T AG A
A T A A C T A AG C T T T T G T T A A C A T G T T
2･4･ C YP2 C19遭伝子 の新規変異に関する頻度解析
頻度解析は､ 日本人 ､ 白人及び県人各150痛 の ゲノ ム DNA を 剛 ､て実施した0 日本人 150
銘 の ゲノ ム D N Aは､ 健常被験者に実験の目的､ 方臥 得られた情報の取り扱い等につ い て
[潤 および文審による貌明を行い ､ 同窓を得た後､ 連結不可能匿創ヒしたも の を用 い たo
白人 150痛 (腰性75 叡 女性75 創 および県人 1 50轟 (男性 75痛､ 女性 75名) の血液
は 恥ふness e Blo odService sCorp (TN,U SA) より購入 したもの を用 い たQ
日本人 ､ 白人及び県人各150人の ヒ トゲノ ム DNA を対象に ､ ミス マ ッ チ PC R法にて新
規変異の頻度解析を行 っ たo cyp2C19の Ex o n9 を第1章と同様にP CR増幅を行なっ た後､
氷上にて 0･63U Ampli TaqGold､10ⅩPCR GoldBu 恥 2･5 m m ol瓜MgC12､0.2 m m ol瓜d N TP､
0･2 ” m olm･ の forw ard(wi ld:ATTTGTGTG GGA GAGGG C TG GC A⊆, m utant:
AT TTGTGT G G GA A GG CCTG GCA王)及びr everse プライ マ ー
(A TG T G GCA C T C A ATGTA A C T AT TAT AGA)を混合 し､ 最終容量が2 5FLL になるよう調製 し
PCR を行な っ た｡ pcR は､ Gen eAmpPCR Syste m27 00(AppliedBiosystem s)を用 い て行 っ た｡
PCR 免件 臥 initial den atu ratio nを94℃にて 1 0分行 っ た後､ 94℃で 1分de n atu, ati. n､ 70℃で
1分 a m e aling､ 72℃ で 0･5分 e xten sio nを20サイ クル 行い ､ 血 alexte nsio nを72℃で 1 0分行
つ た｡ こ の反応溶液を用 い ､ 2% アガ ロ - ス ゲル (ェ チジウム ブロ ミ ド含有) を用い た電気
泳動を行 い ､ 紫外照射により検出 した｡
2.5. CYP 2C19遺伝子 の 新規変異に関する機能解析
2.5.1.C Y P2C 19 のサブク ロ ー ニ ン グ
CY P 2 C lタ の cD N A(野生型)部分をp c R- Blu ntIトTOPO にサブク ロ ー ニ ン グ した後 ､ HindllI
及び XhoIを用 い て切り出 し､ pcDhA 3･1/Ze o(-)にサブク ロ ー ニ ン グを行 なっ たo co mpete nt
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cellを 剛 ＼てtra n sform した後､ c yp2C19cDNA/pcD NA 3･1/Ze o(-)の塩基配列 を､ CEQ20 00X L
D N Aanalysis syste m (.Beckm anCoult¢r,Inc･) にて確瓢 したo また､ c yp 2C1 9.1(野生型)
か ら新規変鼎 健 鼎郵 - の 変異導入 は sitedir e cted m utage n esi 故により行な っ たo 即ち､
上記サブク ロ - ニ ン グ した野生型(cyp2C19cD N A/pcD N A 3･1/z e o(-)をte mplate と し､ 変異を
噂入 した相補的なprim er(G A G A G GCC TG G C C=GCATGGAGCT G T TT)を用 い ､ PC R で
plas mid全体数増幅 した後 DpnI処理後配列 を確徹 した.
2.5.2.C O S-1 発現系の作製
C OS-1細胞はD･ M E M(D M EM supple m ental)を培地と して5% CO2/95 %02を免相と した3 7℃
の C O2イ ン キ 註 べ - 夕 - で暗凍 したo Tra nsfe ctio nは ､ 野生型(cyp2C19*1)及 び変異型(新規
変卿 DN Aそれぞれ 1〃g に対 して D - M EM 62.5〟 L､ Plus試薬 (In vitrogen)lop L を加 えて
混和 し､15分以上放降したo 同様に別 のチ ュ ー ブに LIP OFEC T AMINE Reage n et (Invit,oge n)
I/LL 教 D･ M E M25pL に加えたもの を準備 し､ 兜の溶液と穏やか に混和 し､ 室温で 15分以
上放置したo 浪食 した溶液をc o s-1細胞 を含む細胞 に添加 し､ 3時間37℃で C O2イ ン キ ュ
ベ - 夕 叫 で暗凍 したo その 後､ D- M E M培地を添加 し､ 48時間後にP BS(-)で洗浄 した後
Trypsin-E DT Aを用い て細胞 を剥離し､ DM EM s upple m e山 500 〟L を加えた後 ､ 500r.p. m で
5分間遠心 した｡ 上滑を取り除き p BS(-)を用い て洗浄 した後､ 再度遠心 し細胞を回収 した｡
2.5.3.Cell ho moge nate の 作製
得られた細胞をSE Tbuffer(0･25 m ol凡s u cro se,1m m ouLED T A,10 m m olrLTrisI HCl(pH 7.5))
で懸濁 し､ 超音波破砕機を用 い て 0.5秒 で 5回超音波処理 した後､ テ フ ロ ン ホ モ ジナイ ザ -
を用 いて ホ モ ジナイ ズ し cell ho m ogen ate と したo
2.5.4.タ ン パ ク定量
タ ン パ ク定量は､ DCpr otein ass ay Kit II(Bior ad, Her cule s, C A, U SA)を用い て実施 した｡
2.5.5.S- MP4'位水酸化活性
2.5.5.1.サ ン プル調製
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C Y P2C19を発現させた c ell ho m ogenate におけるS- M Pの 4偲水酸化括性 を測定するため
の反応溶液 (倣終容盈 250 〟L) は最終組成が以下に挙げる濃度になるよう浪合 し､
･ 1･4 mg/mL cell hom oge n ate
● 0･1 m m ol/L EDTA酵液
● 0･l m ol凡リン 酸カリウム緩衝液(pH7.4)
･ N AD P H生成系
● 200Jl m OL/LS- M P メタノ ー ル溶液 (基質)
反応 を行な っ たo 反応臥 37魔の 恒温槽中で - 定速度で 60分振とうさせた後､ 氷冷したア
セ ト ニ トリル 10〟L を加える ことを
.
こより反応を停止 させたo その後､ 遠心 (10,000xg､ 10
分)密行い上滑40FLLを代謝物の窓盈に用 い たo
2.5.5.2. H - M P の鮭盈
S- M Pの 4唯 水酸化体で ある H- M Pは HP■LC-U V陰により測定した｡ H P L C装置は第1草
の血膿申浪度測窓と同 - 装置を用 い たo 移動相には50m m ol/L リ ン酸緩衝溶液(pH 4.0)とア
セ ト ニ トリル を74:26(v/v)の割合で混合 したもの を用い ､ 流速は0.8 m L/min と したo カラ
ム はC AP C ELLP A K C18U G120(粒経5 p m,4.6Ⅹ2 50 m m､ 資生堂) を用 い ､ カ ラム 温度は
30歴と し､ 204nm をモ ニ タ ー することにより測定したo 生成した H- M P の生成速度
(nm oL/ min/mgpr otein)をs-MP の 4'位水酸化活性 としたo
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3. 実験線鼎
3.1. C YP2 C19*2 - C YP2C19*15の解析
解 l 車で対象と した被験瀞 (日本人健常男性) の 中で ､ CYP 2C19*1/CYP2C19*2 を持ち､
他の - テ ロ E Mの C YP2 C19*1/CYP 2C19*2 ある い は CYP 2C19*1/C YP 2C19*3遺伝子型 を持 つ
被験肴と比較し､M PB の 4'位水酸化敵性の低下が藩 められた被験者1名(#12)を対象と して ､
CYP 2C19の *2 から *15 の変異の 核当箇所の塩基配列 の確静を行 っ た｡ その 結果 ､ 確謬され
た遺伝子変異は C YP2C19*2 のみで あり ､その 他の 変異箇所は全て野生型 であり ､CYP 2C19*2
以外 の 変異は倦 められなか っ たo
3.2. C YP2 C19にお ける Ex o nl - Exon9 の解析
上記の検討につ いて CYP2C1 9遺伝子 の全て の エ ク ソン で ある Ex o nl - Ex on9 の 塩基配列
を解析 した｡ その結果､Ex o n9にア ミノ酸置換を伴う新規の SNP(1 68946 C>T)が認 められた｡
そ の解析結果及び付近 の ア ミノ酸配列を Fig.9 に示 した. Ex o n9 以外の Ex on に変異は静め
られなか っ た｡ なお､ こ の 変異は､ the Hum an Cyto chro m eP4 50(CYP)Allele Nom en clature
Co mmitte e に CYP2C19*16と して新規に登録されたOlq)://w w w.im m.ki.s e/CY Palleles乃Q
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A)W ildtype/ wi ldtype
爪^ ^l ∧j
CT G G C C⊆G C A
B)W ildtype/168946 C>T
爪∧ M^l^ J^
C T G G C CI
C
T
GC A
C)Pa rtiala min o a cids eque n c e of C Y P2 C 19
p FS A GK R IC VG EG L A R442M
｢ 1
Ile m e-bin d ingm otif c4 42
Fig･9･ The n u cle otide seqtlen C eS Of the C YP 2C) 9ge n eine x o n9c o ntaining169 145 C>T
polymorphis m(ATg442 Cys). Altho ughthe sequ e n ces are sho wn o nlyfor se ns e strands,both the
stm nds w ere_s equ e n c ed･ The 伽stA of thetr an slatio n al in itiatio n codonA T Gofe 又on1 isde丘ned
aspositio n＋l. A)Wildtype/ wi ldtype. B)W ildtype/169145 C>T･ C)Par(iala min o acids eque n ce
of C Y P2 C I9sho wingthe c o ns er yed hom e-binding m otif(F X GX R XC X G). A m w sindic ate
v ariaqltn uCle otide and amin o acidpositio 耶 ･ Underlin esindic atethe c o nser ved he m e
-b in ding
m otifofcyto chro m eP450.
3.3. C YP2 C)9願 子 の新規変異に関す る頻度解析
日本人 ､ 白人及び黒人各 1 50 人の ヒ トゲノ ム D N Aを対象に , ミ ス マ ッ チ p C R法にて
c yp2C19'16 の頻度解析を行 っ た結果 ､ 日本 人､ 白人及 び黒人 いずれの 人種 にお いて も変異
は認 められなか っ た｡
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3.4. SI M Pの 4'位水酸化活 性
20 0FL m OL n. の S- M Pを基質 と し, 反応時間6 0分 , タ ン パ ク濃度1.4 mg/m L で反応 させ
た 時の S- M P の 4
'位水酸化活性 を測定 し, 野生型(C YP2 C 19' )と変異型(C YP 2 C 19＋)6)の活性
を比較 したo Fig.1 0 に示 した ように変異型で ある C YP 2 C 1 9
' 6 の活性 は ､ 野生型 で ある
c yp 2 C )9書1 の約 60%と低い値 を示 した(2.7±1.6 vs.1.8± 0.8 n m ol/ min/mgprotein)o
表音4
幹 i
曇署2
G;5
0
I C yP2 C 195fl
ll C rP 2C19*16
Fig.10. Activities of S- m ephenytoin 4
'
-hydroxylaLtio nin C O S-1c ells e xprcssingwi 1dtypea nd
CYP2 CI9*1 6.
Data are expressedas m e an s± SD .
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4. 考察
MPB の 4'位水酸化活性の低下が静 められた 日本人被験者より､ 新規の変異(168946C>T)
を見出 した｡ また､ この変異は A Ⅳ442Cys の ア ミノ酸置換を伴い ､ そのア ミノ酸は - ム結合
領域近傍に位置してい た｡ また ､ 変異型cyp2 C19を cos-1 細胞に 一 過性 に発現させ S- M P
の 4'位水酸化措性を測定 して ､ 野生型 と比較した結果､ 変異型で ある CYP2C1 9*I6の S- M P
の 4'位水酸化活性は､ C YP2 C19*1 の 悟性の 約60%で あっ た(Fig.10)o これらの 結果より､ 今
回見出きれた新規変異は､ C YP2C 19の 代謝能低下を伴うこと明らか とな っ た ｡
この 変異の 静められた被験者におい て ､ MP B投与後24時間の 4' - O H- M P Bの 尿中排壮率
は 3.5%で あ っ たの に対 し､ 他の - テ ロ EM (CYP 2C19*1/ CYP2C19*2 又 は C YP2 C19*1/
c yp2 C19*3)の 被験肴の 平均尿中排壮率は ､ 10.9±1.5%で あ っ た｡ 一 方 ､ こ の 被験者 の
4' -O H- M PB の 3,5%の尿中排紙率は､ P Mの被験者の平均尿中排壮率の 0.53±0.31%ほ ど低
値ではなく ､ - テ ロ EM と P Mの中間的な M PBの 4
'位水酸化能を示 した.
現在まで ､ 日本人におい で は P M の原因遭伝子 と して ､ 2 穫のア レ ル (CYP2 C19*2 及び
c yp 2C19*3) の みが報僚され ており ､ この 2種の変異により PM の ア レ ル は99%以上鋭明
可能で ある とい われて いる
11
､
12)
｡ また ､ 日本人以外の 人種を対象と した研究におい て ､
cyp 2C19の 変 異 ア レ ル (C YP2 C19*4 - C YP2C19*1 5) が 10 以 上 報告 さ れ て い る
(http://w w w.irn m.ki.s e/C Y Palleles/)o 今回見出 した新規の 変異に より ､ 日本人 に お い て
cyp 2C19*2及びCYP2 C19*3で鋭明困難な被験者に つ い て 杜新たな変異が存在する可能性が
示され た｡ しか しなが ら､ こ の変異をミス マ ッ チ P C R法にて ､ 日本人 ､ 白人及び黒人それ
ぞれ 150名.､ 計450名を対象として解析を実施した結果 ､ この新規変異を保有す る個体は
一 例も静められなか っ た. これらの結果か ら､ この 変異の頻度は非常に低い こ とが示され ､
この 変異を遺伝子診断する必要性 は低い もの と考えられた｡
今回見出された変異が CYP2C19*2 とCYP2C19*1 のどちらの alle e に存在す るかは今回 の
結果からは明らか ではない o しか し､ CYP2C19*2 の変異は､ 681位 (Ex on5) の グア ニ ンが
アデ ニ ン に変異する ことにより､ splicingdefect の原因となる
27)
o 従 っ て ､ CYP2C19*2 をホ
モ で持つ 個体は CY P 2 C 19を発現するこ とができず､ 酵素活性が欠如 した PM となろことが
報告されて い る
11)
. 今回見出された被験者は CYP 2C19*1/CYP 2C19
*2 で あり ､ また活性 が､
ヘ テ ロ E M と PM の中間的な活性で ある事を総合的に考慮すると こ の被験者は CYP 2 C 19*2
と C YP 2C19*16の - テ ロ で ある事が推察されたo
以上 ､ M P B 4
,位水酸化活性低下能を伴う日本人における C YP 2C19遺伝子の Ex o n9 におい
て ､ ア ミノ酸変異(Arg41 2 Cys)を伴う新規の変異を見 出したo こ の新規変異に つ い て 臥 頻
度は非常に低い こ とが示 され たもの の ､ 臨床試験等にお いて ､ E M群中外れ値を示 した被験
者が静 められた場合等は留意 して いく必要性が考えられた o また ､ こ の 変異の CY P 2C1 9の
機能に与える影響に つ い ては ､ 更なる研究の 必要性が考えられた｡
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5. 小括
M P Bの 4
'位水酸化悟性 の低下が静 められた日本人被験者より､ 新規の 変異(1 6894 6 C>T)
が絡 められた｡ また ､ この 変異は Arr442 Cys の ア ミノ 酸置換を伴い ､ その アミ ノ酸は ､ - ム
結合領域近傍に位置して い た. さらに､ この変異をC OS-1細胞 に導入発現させた所 ､ S- M P
の 4'位水酸化活性が約 40% 低下 して い る事が明らかとな っ た｡ なお ､ こ の変異は ､也e Hu m a n
Cytochr o me P 450 Alle eNo m e n clatur eCo m mitte e に CYP 2 C 19* 6と して新規に登録された.
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総括
1)C YP 2C19 の EM では､ R･ M PBとS- MP B の血中動態が大きく異なり､ R-MPB の 消失が速
やか であ っ たo -[- 方､ c yp 2 C19 の PM で は, R- M P B の血中からの 消失が著しく遅延 してお
り , R- MP Bと S･ MPB の血中動態の 差異は小さいもの であ っ た｡ また､ CYP2C19 の P M で
は ､ EM に比較 して 4' -O H- M PB の 生成能が著しく低い ことが示されたo こ れらの結果より ､
E Mに湧別ナる MPBの 体内動態における R 体とs体の差異は C Y P2 C19を介した水酸化能の
差異に起因することが考えられたo
2)M PB 版周彼の R/S 比は, AUCおよび各採血点 にお ける血中浪度の いずれ に関 して も
C Y P2C19 の EM と pM で は著しい差異を示 し､ M P Bがin vivoにおける C Y P 2 C 1 9 の フユ ノ
タイ プ判窟の プロ - プと して有用 であると考えられたo
3)解析した30銘にお い て ､ C YP2B6*2, CYP2 B6*4 お よび CYP2 B6*6の 存在が確課 された.
C YP2B6*6 叡保有する鮮で は､ C YP2B6*6 を保有しない騨に比較 して P B のAUC および
S- MPB とR-M PBの A U C に対する P B のA U C比 ‡PB/(S- MPB＋R- MPB) )が低い傾向を示 し
たo これらの 結果より ､ C YP2B6*6変異が M P Bから p B - の 生成経路における個体差を生
じる原因の ひとつ になる可能性が考えられた｡
4)M PB の4
'位水酸化活性の 低下が倦 められた日本人被験者より､ 新規の変異p(16 8946C>T)
を見出した｡ この変異はArr4 42Cys の ア ミノ酸変異を伴い ､ その ア ミノ酸は - ム 結合領域近
傍に位渡 して い た｡ また､ 加 vitro機能解析の結果より ､ 今回見出された新規変異は､C YP 2 C 19
の 代謝能低下を伴うことが示 されたo なお ､ この 変異は C Y P2C1 9*16 と して新規に登録さ
れた｡
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